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摘要 :利用 5 株广谱特异性抗 H5 亚型血凝素单克隆抗体和酶联免疫渗滤技术成功地建立了一种适于现场检测 H5
亚型禽流感病毒血凝素蛋白的抗原快速检测试剂 H5-HA( Ag ) Dot-EL ISA。该试剂对 41 株代表当前亚洲地区流行
的各种遗传变异亚系H5N1 禽流感病毒检测均为阳性,对多数毒株的分析灵敏度优于 011 个血凝滴度 ( HA titer ) ,
其中部分优于 01 01 个血凝滴度;比较该试剂与早期开发的同类 ELISA试剂,发现前者对后者未能检出的 H5N1 新
变异株检测均为阳性;利用该试剂和商品化 Directig en Flu A( BD)试剂检测两株 H5N1 病毒株,提示前者灵敏度高
于后者;该试剂对一株 H5N1 病毒的检测灵敏度与标准 RT-PCR 相当; 该试剂对 24 株非 H5 亚型病毒检测均为阴
性,显示出良好特异性。以上结果提示, 此研究建立的 H5N1 病毒抗原快速检测试剂在 H5禽流感现场检测上具有
较好的应用前景。
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  1997年香港报道了全球首个人感染高致病性
H5N1禽流感事件, 改变了禽流感病毒不能直接传






给各国公共卫生工作带来严峻挑战,截止 2006 年 5
月 19日, WHO正式统计的全球H5N1感染病例已
达 217人,死亡 123 人[ 5]。高致病性 H5N1 禽流感
病毒成为最有可能导致下一次人类全球大流感的病






















Direct igen Flu A ( Becton Dickinson, U SA)或 Binax
NOW ( Binax Inc1, USA)等[ 12, 13] ,虽然都具备了方
便、快速、适于现场检测等优点, 但其缺点是只能测
定流感病毒的型别(即 A、B、C 型) , 而不能直接测定
病毒的HA(血凝素)亚型。由于 16 种 HA 亚型 A
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1  细胞、动物和试剂  小鼠骨髓瘤细胞株 Sp2/ 0-Ag14
( Sp2/ 0)为本实验室保存。BALB/ c小鼠( 6~ 8 周龄)为本中
心动物室提供。PEG1500、次黄嘌呤、胸腺嘧啶、氨基喋呤、
DMSO 和HRP等为 Sigma公司的产品。RPMI 1640 基础培
养基为 Gibco 公司的产品。胎牛血清为 Hyclone 公司的产
品。HRP-GAM IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b、I gG3 及 GAM-
IgM、IgG1、I gG2a、IgG2b、IgG3 为 Serotec公司的产品。A 型
流感病毒抗原快速检测试剂( Directig en Flu A kit) ,购自美国
BD公司。H5抗原酶免检测试剂 ) H5-HA( Ag ) EL ISA( H5-
ELISA) , 为北京万泰生物药业有限公司产品[ 15]。H5N1 病
毒 RT-PCR标准检测方法参见文献[ 16]。






3  抗 H5 单抗的制备与鉴定  本实验室曾报道了 2F2 和
3C8 等多株抗 H5 亚型血凝素单抗的制备[ 15 , 18]。以类似方
法又筛选获得 3G4、4D1 和 10F7 等多株广谱性抗H5 亚型血
凝素单抗, 经小鼠腹腔制备获得腹水后, 用硫铵沉淀和 DE-
52 阴离子交换层析柱纯化。利用不同遗传亚系的 H5N1 病
毒变异代表株和非 H5 亚型病毒株测定单抗的血凝抑制
( HI)活性,并依此遴选出上述五株广谱特异性抗 H5 亚型血
凝素单抗用于快速抗原检测试剂的制备。
4  H5-HA( Ag) Do-t ELISA( H5-Dot)  首先将高纯度抗 H5
亚型血凝素单抗 3G4 溶解于 10 mmol/ L 的磷酸缓冲液( PB,
pH714)中, 按每次 2 Lg 包被于渗滤检测装置的硝酸纤维素
膜上的样品检测区, 同时包被 200 ng 羊抗鼠 IgG 于对照区,
干燥后真空密封保藏于室温阴凉处。检测步骤为 ¹ 标本预
处理:取 200 Ll待测标本(病毒培养液或拭子标本浸出液)加
入样品处理装置中, 再滴入 14 滴裂解液并充分混匀; º加
样:将上述处理样品全部滴入样品检测区, 待样品完全渗滤
干净; »加入酶标二抗: 在检测区继续滴入 4 滴标记 HRP 的
抗 H5 亚型血凝素单抗 ( 2F2、3C8、4D1、10F7) , 标记方法
见[ 15] ,待酶标试剂完全渗滤干净后静置 2 min; ¼ 洗涤: 用专
用洗涤液洗涤 3 遍; ½ 显色读值: 待所有液体渗滤干净后, 滴
入 2 滴专用显色液显色 3 min 后判定结果 (如图 1 所示)。
整个检测周期约 40 min。
图 1 H5-HA( Ag) Dot-EL ISA 阴性及阳性结果示意图
Figure 1  Schematic diagram of detection result
show n w ith H5-HA( Ag) Dot-EL ISA
结   果
1  H5-HA(Ag) Do-t ELISA对各种 H5N1代表病毒
培养液的检测
根据系统进化树选择代表 2002~ 2006年间亚
洲地区流行的不同遗传分支[ 16]的 41株 H5N1 病毒
鸡胚培养尿囊液稀释至病毒含量为 1个血凝滴度,
用H5-Dot 进行检测, 并与 H5-ELISA 进行比较, 其
中 23株最具代表性病毒株的检测结果如表 1所示。




大的病毒亚系 ) VNM2亚系和 HK06亚系在内。
2  H5-Dot的分析灵敏度
将上述 41株 H5N1病毒标本进行 10倍系列稀
释,用于检测 H5-Dot 试剂的分析灵敏度(表 2) , 结
果表明该试剂对不同毒株的检测下限均能达到 1个
血凝滴度,多数可达 011个血凝滴度( 28/ 41) ,其中
10株可达 0101个血凝滴度。
选取两株 H5N1 病毒鸡胚培养尿囊液, 进行系
列稀释, 分别以H5-Dot和 BD公司的 Direct igen Flu
A试剂检测。结果 H5-Dot 对 Ck/HK/ YU 22/ 02分
析灵敏度高于0102个血凝滴度,而 Direct igen Flu A
试剂仅为 01625个血凝滴度; H5-Dot对另一株病毒
( Ck/ YN/ 115/ 04)的分析灵敏度约为 01156个血凝
滴度,而 Direct igen Flu A 试剂约为 1125 个血凝滴
度(表 3)。提示 H5-Dot试剂有更高的分析灵敏度。
比较 H5-Dot 和标准 RT-PCR 法对 H5N1病毒
的检测灵敏度(表 4) , 可见两种方法对 H5N1病毒
Ck/ HK/ Yu22/ 02 (HA titer= 1 024)的分析灵敏度
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相当,对 1: 10 000稀释的同一份标本的检测均显示 阳性。
表 1 H5-HA(Ag) ELISA 和 H5-HA( Ag) Do-t ELISA对不同遗传亚系 H5N1病毒尿囊液的检测
Table 1  Detection of iso lates r epresenting different sub-lineages of H5N1 virus
in the allantoic fluid w ith H5-HA( Ag) Do t-EL ISA and H5-HA( Ag) EL ISA
Virus Sublineage HA t iter
Result s
H5-ELISA H5-Dot
Ck/ HK/ YU 22/ 02 Reference  1* + + + + +
Dk/ HN/ 101/ 04 HN 1 + + + + + +
Ck/ HN/ 999/ 05 HN 1 + + + + +
Ck/ YN/ 115/ 04 YN 1 + + +
Ck/ YN/ 447/ 05 YN 1 + + + + + + + +
Ck/ Jogjarkarta/ BBVet-IX/ 04 IDN 1 + +
Dk/ IDN/M S/ 04 IDN 1 + + + + +
Indonesia/ 5/ 05 IDN 1 - +
Ck/ Malaysia/ 5858/ 04 VT M 1 + + + + +
VNM/ 1194/ 04 VT M 1 + + +
Dk/ VNM/ S654/ 05 VT M 1 + + + + + + +
Dk/ Vietnam / 568/05 VNM2 1 - + +
Dk/ HK/ 821/ 02 GD 1 + + + + + + + +
HK/ 213/ 03 GD 1 + + + + +
Peregrine/ HK/D0028/ 04 GD 1 + + + + + + + +
CP-Heron/HK/ 18/ 05 Mixed 1 + + + + + +
Dk/ FJ/ 897/ 05 Mixed 1 + + + + + + +
Dk/ GX/ 380/ 04 Mixed 1 - + + +
MDk /JX/ 1653/ 05 MB 1 + + + +
BH Gs/ QH/ 65/ 05 MB 1 + + + + + + + +
Oriental Magpie Robin/ HK/ 366/ 06 HK06 1 - + + +
Japanese White Eyas/ HK/ 1038/ 06 HK06 1 - +
Common Magpie/HK/ 2256/ 06 HK06 1 - + +
* 1Titer of virus determ ined by hemagglut inin test ; + 1 Positive; - 1 Negat ive1 Sublin eage1 Defined by Chen et al1 [ 16] ; HK1 Hong Kong; YN1
Yunnan; GX1 Guangxi; FJ1 Fujian; HN1 Hunan; JX1 Jiangxi; QH1 Qinghai; IDN1 Indonesia; GD1 Guangdong; MB1 Migratory bird; VTM1
Vietnam/ T hailand/ Malaysia; VNM21 Recent Vietnam int roduct ion; HK061 New isolates from Hong Kong in 2006; Ck1 Chicken; Dk1 Duck; Gs1
Goose; Qa1 Quail; MDk1 Migratory duck; CP H eron1 Chinese pond heron; BH Gs1 Bar-headed goose1
表 2  H5-HA( Ag) Do-t ELISA对不同遗传亚系 H5N1
病毒尿囊液的分析灵敏度
Table 2 Analytical sensitivity of detection of different sublineages
of H5N1 repr esentative virus strains in allanto ic
fluid w ith Wantai H5-HA( Ag) Dot-EL ISA reagent
HA Titer No1 of H5N1 tested Positive rate( % )
1 41 41/ 41( 100% )
011 41 28/ 41( 68% )
0101 41 10/ 41( 24% )
3  H5-Dot对各种非 H5亚型 A型流感病毒及 NDV
的特异性
对 22株含量为 10个血凝滴度的非 H5 亚型 A
型流感病毒和 2 株鸡新城疫病毒( NDV )的鸡胚培
养尿囊液进行 H5-Dot 检测, 结果 24株非 H5 病毒
均为阴性(表 5)。
表 3  H5-HA( Ag) Do-t ELISA与 Directigen Flu A( BD)
检测 H5N1 病毒的分析灵敏度比较
Table 3  Comparison of analytical sensitivity between
H5-HA( Ag ) Dot-ELISA and Dir ectigen Flu
A( BD) kit in detect ing H5N1 virus
HA Titer
Ck/ HK/ YU 22/ 02
H5-Dot Direct igen Flu A
Ck/ YN/ 115/ 04
H5-Dot Directigen Flu A
10   + + + +
1125 + + + + + +
01625 + + + / - + -
013125 + + +
01156 ND + / -
0102 +
+ 1 Positive; + / - 1 Weak posit ive; - 1 Negative; ND1 Not deter-
mined1
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表 4 H5-HA( Ag) Do-t ELISA与 RT-PCR 法检测
H5N1 病毒的灵敏度比较
Table 4  Comparison of analy tical sensitivity betw een
H5-HA( Ag) Do t-EL ISA and standard RT-PCR
in detecting H5N1 virus
Dilution ratio of Ck/ HK/ Yu22/ 02
10- 1 10- 2 10- 3 10- 4 10- 5
H5- Dot + + + + -
RT-PCR + + + + -
  + 1 Posit ive; - 1 Negat ive1
表 5 H5-HA(Ag) Do-t ELISA 检测非 H5 亚型
病毒尿囊液的特异性
Table 5 Specificity of H5-HA( Ag) Dot-EL ISA shown
w ith non-H5 viruses in allantoic fluid
Subt ype Virus name Host type HA T it er Results
H1N1 Dk/ ST / 1734/ 03 Avian 10 -
H1N1 PR/ 8/ 34 Human 10 -
H1N1 T aiwan/ 1/ 86 Human 10 -
H1N1 Beijing/ 262/ 95 Human 10 -
H1N1 Sw/HK/ 168/ 93 Swine 10 -
H2N8 Dk/ ST / 992/ 00 Avian 10 -
H3N3 Dk/ ST / 708/ 00 Avian 10 -
H3N2 T exas/ 1/ 77 Human 10 -
H3N2 Beijing/ 32/ 92 Human 10 -
H3N2 Sw/HK/ 74/ 02 Swine 10 -
H3N8 Eq/ Jinlin/ 89 Equine 10 -
H4N6 Dk/ SIBERIA/ 378/ 01 Avian 10 -
H6N1 Teal/HK/ W312/ 97 Avian 10 -
H7 Dk/C/ A47 Avian 10 -
H8N4 Turkey/Ontar io/ 6118/ 68 Avian 10 -
H9N2 Qa/HK/G1/ 97 Avian 10 -
H9N2 Dk/HK/G9/ 97 Avian 10 -
H9N2 Dk/HK/ Y280/ 97 Avian 10 -
H10N4 Dk/ ST / 1796/ 01 Avian 10 -
H11N1 Dk/ ST / 834/ 01 Avian 10 -
H12N5 Dk/HK/ 838/ 80 Avian 10 -
H13N5 Gull/MD/ 704/ 77 Avian 10 -
NDV Ck/ ST / 4268/ 02 Avian 10 -
NDV Sck/ ST / 1670/ 03 Avian 10 -
- 1 Negative; Dk1 Duck; Sw1 Swine; Eq1 Equine; Qa1 Quail; Ck1 Chicken;
Sck1 Silk chicken; NDV1 Newcastle disease virus1
讨   论
H5N1病毒具有高度变异性, 其基因组八条片










前流行的 H5N1 禽流感病毒的 H5 亚型特异性诊
断。该试剂的应用无需任何专用仪器,操作简便,无
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Establishment of a New Rapid Antigen Detection Test for HA of H5N1 Avian
Influenza Virus
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Abstract:We used f ive H5 specif ic broad spectrum M cAbs to develop a rapid ant igen detect ion test / H5-HA( Ag)
Dot-ELISA0 which combines immune- f ilt rat ion w ith double ant ibody / sandw ich0-like principle for detect ion of
hemagglut inin antigen ( Ag) of H5 av ian influenza virus1 It was shown that the analytical sensit ivity of H5-HA
(Ag) Do-t ELISA in detecting 41 strains of human or avianH5N1 cultured viruses w as at least 1HA titer, some even up
to 0101 HA titer, and 011HA titer for most strains1 Comparison of this kit w ith our earlier developed H5-ELISA, it
show ed that the former had a higher detection rate than the latter in detect ing these 41 H5N1 viruses1 It also displayed
higher sensitivity than BD commercialized Direct igen Flu A kit w hen detecting two H5N1 viruses1 It also had an equiva-
lent sensitivity for H5N1 strain / Ck/HK/ Yu22/ 020 when compared with standard RT-PCR1 This kit also had a nice
specificity and show ed no cross-reactivity w ith 24 strains of non H5 virus1 These results suggested that H5-HA(Ag) Do-t
ELISA will be very useful in diagnosing H5N1 virus in the field1
Key words: av ian influenza virus;H5N1; rapid ant ig en detection; HA; McAb
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